ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRATIE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets ^ 
GOIN 33/68, C07K 15/00 



Al 



(11) Niimer de pablkation internatioiiale: WO 94/15218 
(43) Date de publication Internationale: 7 juiUet 1994 (07.07.94) 



(21) Nnmero de la donande internationale: PCT/FR93/01299 

(22) Date de depot international: 23 d6c€inbre 1993 (23.12.93) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

92/15730 24 d^cembre 1992 (24.12.92) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignes sauf US): INSTTTUT 

NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 
MEDICALE [FR/FR]; 101. rue de Tolbiac. F.75654 Paris 
C6dex 13 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulemeru): lOVANNA, Juan- 
Lucio [TT/ER]; 151, traverse de la Gouffonne, Batiment DI, 
F-13009 Marseille (FR). DAGORN, Jean-Charles [FR/FR]; 
77, boulevard du Redon, Mtiment H, F-13009 Marseille 
(FR). KEIM, Volkcr [DE/DE]; Kirsch Blutcnstrassc 33. 
1>6805 Heddesheim (DE). SARLES, Jacques [FR/FR]; 
Cheniin de la Nfinc. F- 13420 Gemenos (FR). 

(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gutmann-Yves 
Plasseraud Sj\., 3, rue Chauveau-Lagarde, F-75(X)8 Paris 
(FR). 



(81) Etats designes: CA, JP, US. brevet europeen (AT, BE, CH. 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, FT. SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: DETECTIGN OF CYSTIC FIBROSIS OR A CFTR GENE MUTATION 

(54) Titrc: DETECnON DE LA MUCOVISCIDOSE OU D'UNE MUTAHON DU GENE CFTR 

(57) Abstract 

A method for the in vitro detecticm of a pancreatic condition related to a CFTR gene alteration, wherein the concentration of human 
PAP in a biological sample is assayed. Antibodies suitable for carrying out the assay are also provided. 

(57) Abrege 

La pr6sente demande conceme tin proc^d pour la detection in vitro d'une affecdon pancr^adque associ6e h, une alteration du g^e 

CFIR. caract^s6 en ce que Ton dose la concentradon de PAP humaine dans un dchandllon biologique. EUe vise aussi des anticorps 
ai^>ropri^ pour r^aliser ce dosage. 



UNIQVEMENTA TITRE D*INFORMATION 

Codes utilises pour identifio- les Etats parties au PCX, sur les pages de couvertiue des brochures publiant 
des demandes intemationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


GB 


RDyaume-Uni 


MR 


Mauritame 


AU 


Austnlte 


GE 


Gtexgie 


MW 


Malawi 


BB 


BubKle 


GN 


Guinfie 


NE 


Niger 


BE 


Bclgique 


GR 


Grtce 


NL 


Payt-Bat 


BF 


Bmfciiu Faso 


HU 


HoQgiie 


NO 


Norvfege 


EG 


Bulgarie 


IE 


IriJUKk 


NZ 


Nouvellc-Z6Uode 


BJ 


BteiD 


IT 


Ualie 


PL 


Pologne 


BR 


Br^ 


JP 


Japoa 


FT 


Portugal 


BY 


B6Urut 


K£ 


Keoya 


RO 


Roumanie 


CA 




KG 


Kirgbizistao 


RU 


F6dtintioD de Russie 


CF 


Rfipubliquc ceotra&icatoe 


KP 


R^ubliqae populaire d6mocntique 


SD 


Soudan 


CG 


Congo 




deCor6e 


SE 


SuMe 


CH 


Suisse 


KR 


R^tibUqae de Cof6e 


SI 


Slovteie 


CI 


Cdte d*Ivoire 


KZ 


Kazakfasun 


SK 


Slovaqu&e 


CM 


Cameroon 


U 


Liectiteostein 


SN 


S6o6gal 


CN 


Chine 


LK 


SriUnka 


TD 


Tchad 


cs 


Tcbdcoslovaquie 


LU 


Luxctnbourg 


TO 


Togo 


cz 


Rdpublique tcb^ue 


LV 


Leoooie 


TJ 


Tw^ikistao 


DE 


Allesugne 


MC 


Mooaco 


XT 


'ninit6-et-Tobago 


0K 


Daoemiik 


MD 


R^ubUque de Moldovt 


UA 


Ukraine 


ES 




MG 


MadagaBcar 


US 


Etats-Uois d'Affl^rique 


n 


Bnlande 


ML 


MaU 


UZ 


OiiThftiitfan 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Der Intematioxule No 

PCT/FR 93/01299 



C^suitc) DOCUMENTS CON5U>ER£S CX)MME PERTINENTS 



Cattgone * IdentificAtioo des documents dtts, avec, le cas tehiant, I'isdicalion des passages pertixscnts 



DO. des rcvmdi canons vuecs 



US,A,4 322 274 (G.B.WILSON ET AL.) 30 Mars 
1982 

voir le document en entier 

PEDIATRIC PULMONOLOGY 
vol. 7 , 1991 
pages 11 - 18 

P.M.FARRELL ET AL. 'Current Issues in 
Neonatal Screening for Cystic Fibrosis and 
Implications of the CF Gene Discovery.' 
cit^ dans la demande 
voir le document en entier 

W0,A,91 02796 (HSC RESEARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 7 Mars 1991 
voir page 1 - page 10 

EP.A.O 446 017 (GENZYME CORPORATION) 11 
Septembre 1991 
voir page 2 - page 3 



1.4-8, 
14.15. 
17-20 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Reoseigncinents reUtifs aux luembres de families de brevcti 



Doru Intemationaie No 

PCT/FR 93/01299 



Document brevet cite 
au rapport de recherdie 



Datede 
publication 



Membre(s) de la 
faxnille de brevet(s) 



Datede 
publication 



WO-A-91 16428 


31-10-91 


FR-A- 


2661187 


25-10-91 






EP-A- 


0528932 


03-03-93 


US-A-4322274 


30-03-82 


AUCUN 






WO-A-9102796 


07-03-91 


AU-A- 


6161690 


03-04-91 






CA-A- 


2066204 


23-02-91 






EP-A- 


0489058 


10-06-92 






JP-T- 


5500306 


28-01-93 






US-A- 


5240846 


31-08-93 


EP-A-0446017 


11-09-91 


AUCUN 







wo 94/15218 



PCT/FR93/01299 



1 



DETECTION OE LA MUCOVISCIDOSE OU D'UNE MUTATION DU GENE CRR 

La presente demande a pour objet la detection de 
la mucoviscidose ou d'une mutation du gene responsable 
de la mucoviscidose associee a une affection 
pancreatique, au moyen d'un dosage de la PAP 
(Pancreatitis-Associated Protein) 

La PAP a ete isolee, purifiee et caracterisee chez 
I'homme et decrite dans la demande de brevet PCT 
publiee le 31 Octobre 1991 sous le n"* 91/16428. Dans 
cette demande anterieure, la PAP a ete proposee comme 
moyen de detection d'une pathologie determinee, la 
pancreatite aigue. 

Les inventeurs ont a ce jour mis en evidence que 
des anomalies genetiques susceptibles de donner lieu a 
des affections caracteristiques de la mucoviscidose, 
peuvent etre correlees de fagon fiable chez I'homme, 
avec une expression anormale de la PAP et ce des la 
naissance. 

La mucoviscidose, encore appelee "cystic fibrosis" 
en anglais est une maladie genetique tres frequente 
chez certaines populations, qui se caracterise par une 
insuffisance globale des secretions exocrines du 
pancreas et du poumon et d'une maniere generale, des 
glandes exocrines. Cliniguement, la maladie est 
associee a des secretions trop visqueuses, le mucus 
forme pouvant obstruer les bronches et provoquer des 
troubles graves ou mortels. 

Le gene de la mucoviscidose a ete localise sur le 
chromosome 7 humain. Ce gene, appele gene CFTR {"cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator") presente 
des mutations dans differentes regions, chez les sujets 
atteints de mucoviscidose. Des mutations du meme type 
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peuvent etre detectees sur un seul des deux chromosomes 
7, Chez des sujets dits "porteurs" mais ne presentant 
pas de signes cliniques de la maladie. Ces personnes 
sont heterozygotes pour la mutation du gene CFTR. 

Dans le cas d'une mutation heterozygote, le sujet 
porteur peut toutefois souffrir de certains troubles 
caracteristiques d'une alteration des glandes 
secretoires. Le sujet porteur peut par exemple etre 
atteint de troubles au niveau du pancreas. 

Le diagnostic de la mucoviscidose a en premier 
lieu ete effectue par un test appele "test a la sueur" 
consistant a doser le chlore et le sodium dans la sueur 
de sujets en particulier d'enfants susceptibles d'etre 
atteints par cette maladie. L' indication d»un taux de 
chlore situe entre 60 et 180 mEq/1 pouvait etre 
correlee avec la maladie, dans la mesure ou ce taux est 
d» environ 4 0 mEq/1 chez le nourrisson normal. 

Plusieurs tests d'un autre type ont ete 
successivement proposes (Berry, H.K. et al, 
Am. J.Dis.Child. 1980 134:930 ; Crossley, et al, 

Lancet 1977 ii:1093 ; Forrest, D.C., et al 
Arch. Dis. Child. 1981 56:156 ; Green, M.N. et al, 
Pediatrics 1968 41:989 ; Robinson, P.G. et al 
Arch. Dis. Child. 1976 51:301 ; Shwachman, H.., et al, 
Pediatrics 1949 4:222), mais seul le dosage serique de 
trypsine chez le nouveau-ne (Farriaux, J. P., et al, 
Immunoanal. Biol. Spec. 1992 33:71) a demontre 
suffisamment d'interet pour etre encore en vigueur dans 
certains pays (Farrell, P.M./et al. Fed . Pulmonol . 1991 
Supplement 7:11). Ce dosage radioimmunologique est 
realise sur des taches de sang depose sur carton, 
preleve chez les nouveau-nes aux fins de depistage des 
autres maladies genetiques actuellement depistees 
systemat iquement , la phenylcetonurie et 

1 'hypo thyroid isme. Le depistage par la trvns-inp Ro-r-Jmi/ii 
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reste cependant tres imparfait puisque les resultats 
d'un programme fran^ais d* evaluation a grande echelle 
ont recemment amene 1 'Association Fran9aise de 
Depistage a ne pas le rendre obligatoire (Farriaux, 
J. P., et al, Immunoanal, Biol. Spec. 1992 33:71). 

Le principal probleme pose par le dosage serique 
de trypsine est celui des f aux-positif s (environ 1 % de 
la population alors que 1 ' incidence de la maladie est 
en France d'environ 0.03 (Farriaux, J. P., et al^ 

Immunoanal. Biol. Spec. 1992 33:71). 

L' invention propose de nouveaux moyens pour 
realiser un test de detection de la mucoviscidose ou 
d'une affection de certaines glandes exocrines, en 
particulier du pancreas, affection liee a 1' existence 
d*une mutation heterozygote du gene CFTR. 

Les moyens de 1 ' invention permettent de remedier 
de fa9on significative aux inconvenients presentes par 
les tests connus jusqu'a present, et en particulier ces 
moyens offrent la possibilite de diminuer 
considerablement voire d'abolir statistiquement le 
nombre de resultats faux positifs. 

La possibilite de detecter la mucoviscidose ou une 
affection pancreatique resultant d»une mutation du gene 
CFTR, grace a la recherche de la PAP, a permis la mise 
au point d*un test suceptible d*etre applique lors d*un 
depistage neonatal ou lors d'un depistage chez 1' enfant 
ou chez I'adulte de la mucoviscidose. 

Ce test peut egalement etre realise dans le but de 
suivre 1' evolution de la maladie par exemple pour 
determiner 1 'evolution de 1 'affection pancreatique. 

Un tel test peut egalement etre mis en oeuvre pour 
detecter la presence d'un gene CFTR mute heterozygote 
ne conduisant pas a' 1' apparition d'une mucoviscidose 
mais susceptible d'etre correlee a une affection du 
pancreas, chez un patient adulte ou enfant. 
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L' invention a done pour objet un procede pour la 
detection in vitro d'une affection pancreatique 
associee a une alteration du gene CFTR, caracterise en 
ce que I'on dose la concentration de PAP humaine dans 
un echantillon biologique. 

L* invention concerne egalement un procede pour la 
detection in vitro sur un echantillon biologique de la 
inucoviscidose, caracterise en ce que l*on dose la 
concentration de PAP. 

La valeur de la concentration obtenue peut ensuite 
etre comparee a une valeur qui serait obtenue dans les 
memes conditions de test, en 1' absence de toute 
pathologie ou en 1' absence de mutation heterozygote du 
gene CFTR, 

Les inventeurs ont constate que dans une 
pathologie telle que la mucoviscidoses qui n'est pas 
necessairement associee, notamment chez le nourrisson, 
a une pancreatite aigue meme dans le cas d'une 
insuffisance pancreatique, on remarque une augmentation 
significative, voire considerable du taux de PAP par 
rapport au taux normal. Cette augmentation peut etre de 
2 a 3 fois par rapport a la valeur normale, jusqu'a 100 
fois cette valeur ♦ La valeur normale est determinee par 
reference a la mediane telle que definie ci-apres. 

Le dosage propose de la concentration en PAP dans 
un echantillon biologique, comme indication d'une 
alteration du gene CFTR associee a une affection 
pancreatique ou d'une mucoviscidose, presente 
I'avantage d'etre utilisable dans le cadre du 
diagnostic neonatal. 

Malgre le phenomene connu et non pathologique de 
passage transitoire dans le sang de certaines enzymes 
au moment de la naissance, le dosage de la PAP reste en 
effet statistiquement fiable pour detecter la 
mucoviscidose ou une mutation heterozvaote sur 1^ nc^n^a 
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CFTR associee a une affection pancreatique. En d*autres 
termes, lorsque le taux de PAP mesure dans un 
echantillon biologique, et en particulier dans le sang, 
lors d*un test neonatal est anormal, on peut en deduire 
une anomalie du gene CFTR, associee a la mucoviscidose 
ou dans certains cas a une alteration pancreatique. Les 
inventeurs ont done constate que la presence d'un taux 
anormalement eleve de PAP dans le sang^ lors d'un test 
neonatal ne peut etre confondue avec la secretion des 
enzymes dans le sang qui peut accompagner le phenomene 
de "stress perinatal"* 

Par 1 'expression "taux anormalement eleve" de PAP 
on entend une valeur de la PAP par exemple superieure a 
deux fois la valeur de la mediane calculee a partir du 
taux de PAP determine sur un groupe d " echanti lions de 
reference. 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, le procede de detection in vitro de la 
mucoviscidose, ou d'une mutation heterozygote pour le 
gene CFTR accompagnee d'une affection pancreatique, est 
caracterise par : 

- le dosage de la concentration de PAP dans 
1 'echantillon biologique, 

- la comparaison de la valeur obtenue,. avec la 
valeur de la mediane, calculee pour un groupe 
determine d 'echantillons de reference prealablement 
soumis au dosage de la PAP, dans les memes conditions. 

Par "groupe d' echantillons de reference", on 
entend de preference des echantillons obtenus chez des 
patients non homozygotes pour la mutation du gene CFTR. 

La mediane dont il est question precedemment est 
la valeur de la mesure obtenue pour un echantillon 
donne et choisie de telle fa^on qu'il existe un nombre 
egal d ' observations (mesures) inferieures et 
superieures a cette valeur dans le groupe determine 
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d'echantillons testes. Lorsgue le noiabre de mesures 
effectuees est pair, la mediane est indeterminee entre 
les deux valeurs centrales observees, 

Un precede avantageux de realisation de 
1' invention est encore caracterise en ce que le dosage 
de la concentration serique de PAP comprend : 

- la mise en contact d'un echantillon biologique, 
par exeinple le sang ou le serum, avec des anticorps 
reconnaissant la PAP humaine, 

- la detection de la formation d'une reaction 
immunologique de type PAP-anticorps, 

- le dosage des complexes PAP-anticorps . 

Les anticorps utilises pour la realisation de ce 
dosage peuvent etre des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, voire ces deux types d" anticorps lorsque 
le test est un test immunologique de type sandwich. 

De preference, 1' anticorps formant le complexe 
immunologique avec la PAP est un anticorps monoclonal. 
Avantageusement, il s'agit d'un anticorps monoclonal 
specifique de la PAP humaine qui est par consequent 
depourvu de reaction immunologique avec les 
constituants presents dans 1 • echantillon biologique 
normal et en particulier dans le sang normal de 
reference ; cet anticorps est notamment depourvu de 
reaction avec les lectines du sang. 

On appelle "sang normal" ou "echantillon normal", 
un echantillon contenant un taux tres faible de PAP. 

On aura interet dans le cadre de la realisation du 
test de detection in vitro de 1 • invention a 
selectionner un anticorps ou des anticorps specifiques 
de la PAP donnant lieu a un signal de bruit de fond 
faible (mesurable en mettant en contact un serum normal 
ou un echantillon normal avec cet anticorps) . 
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Un precede particulierement avantageux pour la 
realisation de 1' invention est caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une quant ite determinee 
d'un echantillon biologique, par exemple d'un 
echantillon de sang ou de serum dans lequel on 
recherche la PAP, avec un anticorps monoclonal (dit 
"anticorps de capture") reconnaissant specif iquement la 
PAP humaine, dans des conditions permettant la 
formation d'un complexe immunologique ^ntre 1 'anticorps 
de capture et la PAP lorsqu'elle est presente dans 
1 'echantillon dose, 

- la mise en contact du milieu de reaction obtenu 
a I'etape precedente, avec un anticorps monoclonal (dit 
"anticorps de revelation") reconnaissant un epitope 
different de 1' epitope reconnu par 1' anticorps de 
capture, 1" anticorps de revelation etant marque, dans 
des conditions permettant la formation d*un complexe 
immunologique entre 1» anticorps de revelation et 
I'antigene prealablement lie a 1' anticorps de capture, 

le lavage pour eliminer les anticorps de 
revelation n'ayant pas reagi, 

- la detection des complexes anticorps de capture 
" antigene PAP - anticorps de revelation, 

- la determination de la concentration de PAP, et 
le cas echeant sa comparaison avec une mediane calculee 
pour un groupe determine d*echantillons de reference 
prealablement soumis au meme dosage de la PAP dans les 
memes conditions. 

Pour la realisation du precede ci-dessus decrit, 
on pourra mettre en oeuvre un couple anticorps de 
capture/ant icorps de revelation dans lequel 1' anticorps 
de capture sera un serum polyclonal et 1* anticorps de 
revelation sera un anticorps monoclonal. On peut 
egalement utiliser un couple anticorps de 



wo 94/15218 PCT/FR93/01299 



capture/anticorps de revelation dans lequel tous les 
anticorps sont monoclonaux, etant entendu que 
I'anticorps de capture et 1' anticorps de revelation 
reconnaissent des epitopes distincts sur la PAP, 

Des resultats tout a fait satisfaisants peuvent 
aussi etre obtenus lorsque 1' anticorps de capture est 
un serum polyclonal et 1» anticorps de revelation est 
egalement un serum polyclonal, de meme nature et le cas 
echeant de meme origine s'agissant de sa preparation, 
ce dernier etant toutefois marque. 

Afin de realiser le test ELISA de type sandwich 
ci"dessus decrit pour la PAP, une selection des 
anticorps monoclonaux et/ou de serums polyclonaux doit 
etre faite, sachant que 1' anticorps de capture est 
destine a revetir des puits de plaque de 
microt itration . 

L*homme du metier tiendra compte dans la selection 
de ces anticorps, du fait que 1' absorption d'un 
anticorps sur un support solide peut conduire a une 
perte d'activite a des modifications conf ormationnelles 
de la molecule. Ainsi il pourra etre necessaire de 
verifier dans un premier temps que 1* anticorps choisi 
ou le serum choisi est capable de reconnaitre la PAP 
naturelle et/ou la PAP recombinante apres avoir ete 
fixe sur un support. 

L'homme du metier sera egalement en mesure de 
selectionner un anticorps monoclonal de revelation 
reconnaissant un epitope different sur la PAP par 
rapport a 1' epitope reconnu par 1* anticorps de capture 
en realisant par exemple un test de detection de la PAP 
par competition entre les deux anticorps choisis. 

De fagon generale, le couple anticorps de 
capture/anticorps de revelation ou le serum polyclonal 
utilise, tant pour la capture que la revelation, doit 
presenter une sensibilite satisf aisante ainsi mip. 
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permettre une reproductibilite des resultats 
interessante et une bonne stabilite dans le temps 
(d' environ 6 mois pour un stockage des anticorps a 
4*C) . 

Ainsi on mettra avantageusement en oeuvre un 
anticorps monoclonal de capture designe 6F3E4, produit 
par I'hybridome depose a I'ECACC (European Collection 
of Animal Cell Culture, Porton Down, Salisbury, 
Wiltshirte SP4 OJG, Grande Bretagne) sous le n"* 
92122310 le 23 Decembre 1992 ♦ De meme," un anticorps de 
revelation particulierement interessant est 1' anticorps 
16F4B8 produit par I'hybridome depose a I'ECACC sous le 
n*^92122309 le 23 Decembre 1992. 

L* anticorps ou le serum polyclonal de revelation 
sera marque avec tout marqueur approprie afin de 
permettre la detection du complexe anticorps de capture 
- antigene PAP - anticorps de revelation forme lors du 
test de detection. A titre indicatif, on pourra 
utiliser des marqueurs radioactifs ou encore des 
marqueurs enzymatiques. A titre d'exemple, on citera le 
marquage a I'aide de la peroxidase de Raifort. 

Le precede de detection dont question ci-dessus 
faisant appel a des anticorps, peut etre modifie de 
telle fa?on que 1' anticorps de capture et/ou 
1' anticorps de revelation sont remplaces par leurs 
fragments variables ou une partie de ces fragments 
variables. A titre d'exemple, on peut utiliser pour 
realiser la reaction des fragments F(ab')2 ou Fab. 

L' invention concerne par ailleurs un anticorps 
monoclonal, caracterise en ce qu'il reconnait la PAP 
humaine naturelle purifiee et/ou recombinante, 
lorsqu'il est adsorbe sur un support solide. 

La PAP a ete deer it e dans la demande PCT 
precitee ; sa sequence nucleotidique et sa sequence en 
acides amines sont rappelees a la figure 3. 
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Des anticorps avantageux repondant a ces 
conditions sont les anticorps 6F3E4 ou 16F4B8 decrits 
ci-dessus* 

L' invention a enfin pour objet un kit comprenant 
au moins deux anticorps monoclonaux diriges 
specif iquement centre des epitopes differents de la PAP 
humaine, I'un au moins des deux anticorps (anticorps de 
capture) monoclonaux reconnaissant la PAP humaine 
lorsqu'il est fixe sur un support solide^ 

De maniere generale, 1* invention vise 
1 'utilisation d' anticorps monoclonaux reconnaissant 
specif iquement la PAP humaine, pour la detection in 
vitro de la mucoviscidose, ou d'une affection 
pancreatique liee a une mutation heterozygote pour le 
gene CFTR. 

Entre egalement dans le cadre de 1' invention, un 
kit pour la detection in vitro de la mucoviscidoses ou 
d'une affection pancreatique associee a une mutation 
heterozygote pour le gene CFTR comprenant : 

des anticorps monoclonaux decrits et/ou 
polyclonaux ci-dessus, I'un de ces anticorps (anticorps 
de revelation) etant marque, 

- un reactif permettant de reveler 1' anticorps de 
revelation, 

- un temoin negatif • 

Un kit prefere pour la realisation de 1* invention 
comprend a titre d' anticorps de capture, 1' anticorps 
6F3E4 et a titre d' anticorps de revelation, 1' anticorps 
16F4B8. 

Un autre kit particulierement interessant contient 
pour la detection de la PAP, un serum polyclonal, Une 
partie de ce serum est destinee a la capture de la PAP, 
1' autre partie contient des anticorps marques pour la 
revelation dans un test de type sandwich, de la 
presence d'un complexe de type PAP-anticorps. 
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Les serums polyclonaux appropries peuvent etre 
prepares chez des aniiuaux, par exemple des lapins^ 
auxquels on a administre la PAP purifiee. 

Un kit interessant comprend ainsi : 

un serum polyclonal reconnaissant la PAP 

humaine, 

- le cas echeant un serum polyclonal reconnaissant 
la PAP humaine, dont les anticorps sont marques, 

- un reactif permettant de reveler les anticorps 
marques, 

- un temoin negatif . 

L' invention vise aussi I'hybridome producteur de 
1» anticorps 6F3E4, ayant le n" 92122310 a I'ECACC, 
ainsi que I'hybridome producteur de 1 'anticorps 16F4B8, 
ayant le n'92122309 a I'ECACC. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1* invention apparaissent dans les exemples et dans les 
figures qui suivent. 

Figure 1 , 

Resultat d'un dosage de PAP serique au moyen d'un test 
de type ELISA competitif faisant appel a des anticorps 
polyclonaux obtenus chez le lapin et reconnaissant la 
PAP humaine purifiee* Ce dosage a ete realise chez des 
patients atteints de mucoviscidose* 

Figure 2. 

Dosage de PAP chez le nouveau-ne. 
Figure 3. 

Sequence de nucleotides et d'acides amines de la PAP 
humaine. 
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A/ DOSAGE EXPERIMENTAL 

1. Dosage de PAP chez des patients atteints de 
mucoviscidose : 

Protocole : Des prelevements sanguins ont ete 
analyses chez 66 patients ages de 15 jours a 4 0 ans, 
Chez qui le diagnostic de mucoviscidose avait ete 
confirme par le test a la sueur (Shwachman, H. et al, 
Ann. N. Y.Acad. Sci. 1962 93:600) et/ou 1« analyse 
genet ique (Collins, F.S. Cystic fibrosis : Molecular 
biology and therapeutic implications. Science 1992 
256:774). Une serie d'individus sains d'age 
correspondant a ete etudiee en parallele. La PAP a ete 
dosee dans ces prelevements, en utilisant le dosage 
suivant : 

Dosage de PAP serique : Ce dosage, de type ELISA 
competitif, utilise des anticorps polyclonaux obtenus 
chez le lapin par injections repetees de PAP humaine 
purifiee (Keim, V. et al. Gastroenterology 1992 
103:248). Des proteines de sue pancreatique humain 
contenant de la PAP ont ete adsorbees sur plaques de 
microtitration (100 ng de proteines par puits) • 
L'echantillon de serum (50 jLtl) est mis dans un tube de 
type Eppendorf en presence de 0,5 fil de serum immun et 
incube dans un volume final de 100 ^il de Tris 100 mM pH 
7,4, 1 % Tween 20, 1,5 % albumine serique bovine, 
pendant 2 h a temperature ambiante. Le melange est 
ensuite depose dans un puits de microtitration traite 
comma decrit ci-dessus et incube pendant 2 h a 
temperature ambiante. Le puits est alors rince trois 
fois avec 300 ^il de PBS contenant 0,5 % de Tween 20. La 
revelation se fait a I'aide d'un anticorps de chevre 
anti-immunoglobulines de lapin, marque a la peroxydase 
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(100 ^1 a 0,2 fiq/nl) . La courbe de reference est 
etablie a I'aide de PAP purifiee. 

Resultats : Les resultats presentes a la Figure 1 
montrent 

* que Chez les patients atteints de mucoviscidose 
la concentration serigue de PAP est tou jours super ieure 
a celle des temoins. Les valeurs des temoins 
s'echelonnent entre 1 et 10 ng/ml, celles des patients 
entre 11 et 1900 ng/ml. 

* que les valeurs les plus elevees sont observees 
Chez les patients les plus jeunes* 

2. Dosage de PAP chez les nouveau-^nes : L' analyse 
anatomo-pathologique de foetus atteints de 
mucoviscidose a montre dans tous les cas une atteinte 
pancreatique (Boue A et al, Hum- Genet, 1988, 74:288), 
Les inventeurs en ont deduit que la concentration de 
PAP pouvait deja etre elevee dans le sang des nouveau- 
nes atteints de mucoviscidose. 

Protocole : Ceci a pu etre demontre par 
1 ' experimentation suivante : 

Le dosage de PAP a ete realise a partir de cartons 
provenant de centres de depistage, portant des 
echantillons de sang seche. Les cartons correspondaient 
a quatre groupes d'individus : 

Groupe 1 : Temoins (trypsine normale a la naissance) (n 
50) . 

Groupes 2, 3 et 4 : Enfants presentant une trypsine 
elevee a la naissance. 

Groupe 2 : Enfants "faux-positif s" (pas d'anomalie 
du gene CFTR, test a la sueur negatif ) . (n = 60) 

Groupe 3 : Enfants heterozygotes pour le gene CFTR 
mute (non atteints) , test a la sueur negatif* (n = 33) 
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Groupe 4 : Enfants atteints de mucoviscidose 
(homozygotes pour le gene CFTR mute, test a la sueur 
positif ) (n = 11) . 

Dosage : Le dosage a ete realise de la maniere 
suivante : 

Les depots de sang sur les cartons utilises dataient de 
moins de deux mois. Les cartons correspondaient aux 
normes definies par 1 'Association Frangaise de 
Depistage. 

Un disque de 6 mm de diametre a ete decoupe dans chaque 
carton, au niveau de la tache de sang. La quant ite de 
sang correspondante est d* environ 10 /xl. 
Chaque disque a ete depose dans un tube de type 
Eppendorf de 1,5 ml de volume total, contenant 150 ^1 
d'une solution de Tris 100 mM, pH 7,4, 1 % Tween 20, 
1,5 % albumine serique bovine et soumis a agitation sur 
un appareil Multivortexer (Amersham France S.A.) 
pendant 8 h. a temperature ambiante. La total ite de la 
solution contenant le sang desorbe est ajoutee a 50 ^1 
de solution de Tris pH 7,4, 1 % Tween 20, 1,5 % 
albumine serique bovine contenant 0,5 /xl d' antiserum 
anti-PAP (volume total 200 /il) et incubee pendant 2 h a 
temperature ambiante. La suite du dosage est realisee 
exactement comme decrit ci-dessus. 

Resultats : Les resultats, presentes dans la 
Figure 2, peuvent etre resumes comme suit : 

1) Les enfants ayant une trypsine negative (Temoins, 
Groupe 1) ont une concentration de PAP serique comprise 
entre 0,01 et 0,1 ng/10 /xl de sang (mediane 0,065). 

2) Les enfants du Groupe 2 (Trypsine positive ma is non 
atteints) presentent les memes valeurs que les temoins. 
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3) Un tiers (11/33) des enfants du groupe 3 
(Heterozygotes) ont presente une concentration serique 
de PAP allant de 0,18 a 0,75 ng/10 /il de sang. 

4) Tous las enfants atteints de mucoviscidose (11/11) 
ont presente une concentration serique de PAP comprise 
entre 0,22 et 0,90 ng/10 ^il de sang. 

Conclusion : 

1) Aucun enfant temoin n'a presente une concentration 
sanguine de PAP superieure a 0,1 ng/10 ^1 de sang. 
Cette experience montre que toute valeur superieure a 2 
fois la mediane (superieure a 0,11 ng/10 /il de sang) 
est anormale. 

2) D'ailleurs, tous les enfants atteints de 
mucoviscidose ont montre des valeurs de PAP dans le 
sang superieures a ce seuil. 

3) Contrairement au systeme base sur le dosage de 
trypsine, le dosage de PAP semble ne selectionner que 
les enfants ayant une mucoviscidose et ceux, parmi les 
heterozygotes pour le gene altere, dont I'atteinte 
pancreatique est la plus prononcee. 

Le test propose presente done les qualites 
requises pour son application au depistage neonatal de 
la mucoviscidose. 

B/ DOSAGE INDUSTRIEL 

1. A I'aide d'anticorps monoclonaux 

La mise au point d'un test ELISA de type 
"sandwich" pour la PAP a necessite de selectionner deux 
anticorps monoclonaux, reconnaissant deux epitopes 
differents sur I'antigene : 

. I'un destine a revet ir les puits de plaques de 
microtitration (anticorps de capture) , 
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. 1* autre, couple a un enzyme, destine a reveler 
I'antigene adsorbe sur les puits (anticorps de 
revelation) . 

Cette selection a ete realisee avec des anticorps 
monoclonaux produits en ascites et purifies par 
chormatographie d'af finite sur colonne de proteine-A 
Sepharose pour les IgG ou sur colonne d ' imunoadsorbant 
pour les IgM (anticorps monoclonal de rat anti-IgM de 
souris couple a une matrice de Sepharose) . 

L* adsorption d'une immunoglobuline sur un support 
solide se traduit par des modifications 
conf ormationnelles qui peuvent entrainer une perte 
d'activite de la molecule. Tous les anticorps 
monoclonaux anti-PAP obtenus dans le laboratoire ont 
done, dans un premier temps, ete testes pour leur 
capacite, apres adsorption sur des plaques de 
microtitration (NUNC maxisorp) , a reconnaitre la PAP 
naturelle et recombinante. Apres incubation, les 
complexes antigene-anticorps ont ete reveles a I'aide 
de fragments Fab d» immunoglobulines de lapin anti-PAP 
conjugues a la peroxydase en utilisant comme substrat 
de 1' enzyme de 1 ' o-phenylenediamine. 

Toutes les immunoglobulines ay ant conserve cette 
capacite ont ete retenues comme anticorps potentiels de 
capture et couplees a de la biotine. 

Ces anticorps biotinyles ont ete utilises en tests 
de competition pour selectionner un anticorps 
monoclonal de revelation. 

Ces tests ont ete realises avec de la PAP 
(naturelle et recombinante) adsorbee sur des puits de 
plaques de microtitration revetus d'IgG de lapin anti- 
PAP. La fixation des anticorps monoclonaux biotinyles 
sur I'antigene (revelee a I'aide d'un complexe 
avidine-POD) a ete mesuree en absence ou en presence 
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d'un exces des differents anticorps monoclonaux a 
tester* 

Tous les anticorps monoclonaux n' entrant pas en 
competition avec au moins un des anticorps biotinyles 
(et reconnaissant done un epitope different) , ont ete 
selectionnes comme anticorps potentiels de revelation. 

lis ont ensuite ete couples a la POD sous forme de 
fragment Fab' avant d'etre utilises pour la mise au 
point de la forme finale du test ELISA de dosage de la 
PAP. 

Cette mise au point a necessite de rechercher le 
couple anticorps de capture-anticorps de revelation qui 
permette d'obtenir la meilleure sensibilite du test, la 
meilleure reproductibilite des resultats et la 
meilleure stabilite des reactifs dans le temps. 

Deux anticorps monoclonaux ont repondu a 
1' ensemble de ces criteres de selection: 

. 1 'anticorps 6F3E4 utilise en capture, 

. 1 'anticorps 16F4B8 utilise en revelation. 

2 . A I'aide de serums polyclonaux 

Un dosage ELISA PAP de type sandwich adapte aux 
conditions de depistage a ete mis au point ♦ Ses 
caracteristigues sent les suivantes : 

Production des anticorps : 

L'antigene etait de la PAP humaine hautement 
purifiee, selon la technique suivante : a partir de sue 
de pancreas transplants, lyophilise, une premiere 
separation par chromatographie d'echange d'ions (HPLC, 
colonne MonoS) a permis de separer un pic contenant la 
PAP et un contaminant de haut poids moleculaire. Ce pic 
a ensuite ete resolu par tamisage moleculaire (HPLC, 
colonne Sephacryl 200 HR) . La PAP a alors ete 
recueillie sous forme d'une fraction homogene. Le 
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controle realise par electrophorese en gel SDS et 
coloration a 1' argent a permis de garantir une purete 
superieure a 98 %. 

L" immunisation a ete realisee selon la technique 
habituelle du laboratoire, decrite par Keim V. et al 
(Gastroenterology, 1992, 103:248). 

La qualite des immunserums a ete testee par 
utilisation en Western blots de dilutions successives. 

Construction de I'ELISA : 

II s*agit d'un ELISA sandwich 

polyclonal/polyclonal . 

Les immunoglobulines de I'immunserum ont ete 
purifiees par affinite sur colonne de proteine A- 
Sepharose, 

Les immunoglobulines destinees a la revelation ont 
ete marquees a la biotine selon la technique habituelle 
connue de I'homme du metier. Le systeme de revelation 
faisait intervenir I'avidine POD. 

La sensibilite du test est de 50 pg/ml. 

Resultats obtenus ; 

Quarante prelevements sur carton de nouveau-nes 
sains ont ete testes. Les concentrations de PAP y 
etaient toutes inferieures a 60 pg/ml. Un nouveau ne 
atteint de mucoviscidose avait une valeur de 800 pg/ml. 
Six enfants (age 3 mois-10 ans) atteints de la maladie, 
dont le sang a ete aussi preleve sur carton, ont montr6 
des valeurs s ' echelonnant entre 0,5 ng/ml et 1,8 ng/ml. 

Ces resultats confirment les differences deja 
observees avec le dosage realise avec les anticorps 
monoclonaux. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede pour la detection in vitro d'une 
affection pancreatique associee a une alteration du 
gene CFTR, caracterise en ce que l*on dose la 
concentration de PAP humaine dans un echantillon 
biologique. 

2. Precede selon la revendication 1 pour la 
detection in vitro sur un echantillon biologique de la 
mucoviscidose, caracterise en ce que I'on dose la 
concentration de PAP. 

3. Precede de detection selon I'une quelconque des 
revendications 1 et 2 , caracterise en ce que la 
detection de la mucoviscidose est realisee lors d'un 
test neonatal. 

4. Precede de detection in vitro de la 
mucoviscidose, ou d'une affection pancreatique liee a 
une mutation heterozygote pour le gene CFTR selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 3, caracterise par : 

le dosage de la concentration de PAP dans 
1' echantillon biologique, 

" la cemparaison de la valeur obtenue, avec la 
valeur de la mediane calculee pour un groupe determine 
d'echantillons de reference prealablement soumis au 
dosage de la PAP, dans les memes conditions* 

5. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4 , caracterise en ce que le dosage 
de la concentration serique de PAP comprend : 

- la mise en contact d'un echantillon biologique, 
par exemple le sang ou le serum, avec des anticorps 
reconnaissant la PAP humaine, 

- la detection de la formation d'une reaction 
immunologique de type PAP-anticorps, 

- le dosage des complexes PAP-anticorps. 



wo 94/15218 



PCT/FR93/01299 



20 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que les anticorps sont des anticorps monoclonaux. 

7. Precede selon la revendication 6 caracterise en 
ce que les anticorps monoclonaux sont specif iques de la 
PAP humaine et sont par consequent depourvus de 
reaction iminunologique avec les constituants presents 
dans le sang normal ou dans un echantillon biologique 
normal de reference et notamment en ce qu*ils sont 
depourvus de reaction avec les lectines du sang. 

8. Precede de detection in vitro selon la 
revendication 5, caracterise en ce que les anticorps 
reconnaissant la PAP humaine sont contenus dans un 
serum polyclonal et en ce que la detection de complexes 
PAP-anticorps est realisee a I'aide d'un serum 
polyclonal contenant des anticorps anti-PAP marques, 
par exemple biotinyles. 

9. Precede de detection in vitro de la 
mucoviscidose, ou d'une affection pancreatique liee a 
une mutation heterozygote pour le gene CFTR selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une quantite determinee 
d*un echantillon biologique, par exemple d'un 
echantillon de sang ou de serum dans lequel on 
recherche la PAP, avec un anticorps monoclonal (dit 
"anticorps de capture") reconnaissant specif iquement la 
PAP humaine, dans des conditions permettant la 
formation d*un complexe immunologique entre 1* anticorps 
de capture et la PAP lorsqu'elle est presente dans 
1 'echantillon dose, 

la mise en contact du milieu de reaction obtenu 
a I'etape precedente, avec un anticorps monoclonal (dit 
"anticorps de revelation") reconnaissant un epitope 
different de 1' epitope reconnu par 1' anticorps de 
capture, 1' anticorps de revelation etant marmio. H^nc 
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des conditions permettant la formation d'un complexe 
immunologique entre I'anticorps de revelation et 
l^antigene prealableinent lie a I'anticorps de capture, 

le lavage pour eliminer les anticorps de 
revelation n'ayant pas reagi, 

- la detection des complexes anticorps de capture 
- antigene PAP - anticorps de revelation, 

- la determination de la concentration de PAP, et 
le cas echeant sa comparaison avec une mediane calculee 
pour un groupe determine d^echantillons de reference 
prealablement soumis au meme dosage de la PAP dans les 
memes conditions. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que I'anticorps de revelation est couple a la 
peroxydase de raifort, 

11. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 9 et 10, caracterise en ce que 
I'anticorps de revelation est remplace par ses 
fragments F(ab')2 ou Fab'. 

12. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 9 a 11, caracterise en ce que 
I'anticorps de capture est I'anticorps 6F3E4 produit 
par I'hybridome depose a I'ECACC sous le numero 
92122310, le 23 Decembre 1992. 

13. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 9 a 12, caracterise en ce que 
I'anticorps de revelation est I'anticorps 16F4B8 
produit par I'hybridome depose a I'ECACC sous le numero 
92122309, le 23 Decembre 1992. 

14. Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que les anticorps monoclonaux de revelation et de 
capture, sont remplaces par des serums polyclonaux 
reconnaissant la PAP humaine. 

15. Anticorps monoclonal, caracterise en ce qu'il 
reconnait la PAP humaine naturelle purifiee et/ou 
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recombinante, lorsqu'il est adsorbe sur un support 
solide. 

16. Anticorps monoclonal selon la revendication 
15, caracterise en ce qu'il s'agit de 1» anticorps 6F3E4 
ou de 1* anticorps 16F4B8. 

17. Kit comprenant au moins deux anticorps 
monoclonaux diriges specif iquement contre des epitopes 
differents de la PAP humaine, l*un au moins des deux 
anticorps (anticorps de capture) monoclonaux 
reconnaissant la PAP humaine lorsqu^il est fixe sur un 
support solide. 

18. Kit pour la detection in vitro de la 
mucoviscidose, ou d'une affection pancreatique associee 
a une mutation heterozygote pour le gene CFTR 
comprenant : 

- des anticorps monoclonaux selon la revendication 
15 ou 16, I'un de ces anticorps (anticorps de 
revelation) etant marque, 

- un reactif permettant de reveler 1' anticorps de 
revelation, 

- un temoin negatif. 

19. Kit pour la detection in vitro de la 
mucoviscidose, ou d'une affection pancreatique associee 
a une mutation heterozygote pour le gene CFTR 
comprenant : 

un serum polyclonal reconnaissant la PAP 

humaine, 

- le cas echeant un serum polyclonal reconnaissant 
la PAP humaine, dont les anticorps sont marques, 

- un reactif permettant de reveler les anticorps 
marques , 

- un temoin negatif. 

20. Utilisation d» anticorps monoclonaux 
reconnaissant specif iquement la PAP humaine ou de 
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la detection in vitro de la mucoviscidoses ou d'une 
affection pancreatique associee a une mutation 
heterozygote pour le gene CFTR. 
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cgggagagtgactcctgattgcctcctcaagtcgcagacact ATG CTG 48 

Met Leu 2 

CCT CCC ATG GCC CTG CCC AGT GTA TCT TGG ATG CTG CTT 87 

Pro Pro Met Ala Leu Pro Ser Val Ser Trp Met Leu Leu 15 

TCC TGC CTC ATG CTG CTG TCT CAG GTT CAA GGT GAA GAA 126 

Ser Cys Leu Met Leu Leu Ser Gin Val Gin Gly Glu Glu 28 

CCC CAG AGG GAA CTG CCC TCT GCA CGG ATC CGC TGT CCC 165 

Pro Gin Arg Glu Leu Pro Ser Ala Arg lie Arg Cys Pro 41 

AAA GGC TCC AAG GCC TAT GGC TCC CAC TGC TAT GCC TTG 204 

Lys Gly Ser Lys Ala Tyr Gly Ser His Cys Tyr Ala Leu 54 

TTT TTG TCA CCA AAA TCC TGG ACA GAT GCA GAT CTG GCC 243 

Phe Leu Ser Pro Lys Ser Trp Thr Asp Ala Asp Leu Ala 67 

TGC CAG AAG CGG CCC TCT GGA AAC CTG GTG TCT GTG CTC 282 

Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Asn Leu Val Ser Val Leu 80 

AGT GGG GCT GAG GGA TCC TTC GTG TCC TCC CTG GTG AAG 321 

Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val Lys 93 

AGC ATT GGT AAC AGC TAC TCA TAC GTC TGG ATT GGG CTC 360 

Ser lie Gly Asn Ser Tyr Ser Tyr Val Trp lie Gly Leu 106 

CAT GAC CCC ACA CAG GGC ACC GAG CCC AAT GGA GAA GGT 399 

His Asp Pro Thr Gin Gly Thr Glu Pro Asn Gly Glu Gly 119 

TGG GAG TGG AGT AGC AGT GAT GTG ATG AAT TAC TTT GCA 438 

Trp Glu Trp Ser Ser Ser Asp Val Met Asn Tyr Phe Ala 132 

TGG GAG AGA AAT CCC TCC ACC ATC TCA AGC CCC GGC CAC 477 

Trp Glu Arg Asn Pro Ser Thr lie Ser Ser Pro Gly His 145 

TGT GCG AGC CTG TCG AGA AGC ACA GCA TTT CTG AGG TGG 516 

Cys Ala Ser Leu Ser Arg Ser Thr Ala Phe Leu Arg Trp 158 

AAA GAT TAT AAC TGT AAT GTG AGG TTA CCC TAT GTC TGC 555 

Lys Asp Tyr Asn Cys Asn Val Arg Leu Pro Tyr Val Cys 171 

AAG TTC ACT GAC tagtgcaggagggaagtcagcagcctgtgtttggt 602 

Lys Phe Thr Asp I'^S 

gtgcaactcatcatgggcatgagaccagtgtgaggactcaccctggaagaga 654 

atattcgcttaattcccccaacctgaccacctcattcttatctttcttctgt 706 

ttcttcctccccgctagtcatttcagtctcttcattttgtcatacggcctaa 758 
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